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1 豆油 部 分 或 全 部 蔡 代 饲料 中 鱼油 对 中 华 条 有 颈 鱼 肠 道 形态 及 菌 群 结构 的 影响 

2 T 利 ! 李江 月 ! BE 3HO cede? WAR" 

3 (1. 海 南 师范 大 学 生命 科学 学 院 , 海口 571158; 2. 中 国 科学 院 成 都 生物 研究 所 , 成 
4 都 610041) 


5 48 X 本 试验 通过 组 织 切片 及 16S rRNA V3 ~V4 区 测序 研究 豆油 部 分 或 全 部 替代 饲料 中 


6 AII FERH (Mauremys sinensis) 肠 道 形态 及 菌 群 结构 的 影响 。 选 取 中 华 条 颂 包 上 肉 龟 


7 ”[4 龄 ， 平 均 体重 (1 557+307) g]24 只 ， 随 机 分 为 4 组 ， 每 组 6 只 。I 组 (对 照 组 ) ARE 


8 ”1% 和 鱼油 的 配合 饲料 (全 鱼油 饲料 ， 豆 油 与 鱼油 的 比例 为 0.3) ，3 个 试验 组 分 别 饲 喂 用 豆油 


9 ”替代 全 鱼油 饲料 中 33% (本 组 ， 豆 油 与 鱼油 的 比例 为 1:2， 、67% (I 组， 豆油 与 鱼油 的 比 


10 例 为 2:1) 和 100% (NV 组 ， 豆 油 与 鱼油 的 比例 为 3:0) 鱼油 的 饲料 。 每 周 喂食 2 次 ， 试 验 期 


11 ”为 10 个 月 。 结果 表 明 : 1) I 和 [I 组 十 二 指 肠 绒毛 长 / 隐 窜 深度 CVH/CD) 显著 高 于 工 和 JIV 


12 £H (P«0.05) . 2) 根据 序列 相似 性 979067K^E RIP, 1. HE. IANH OTU 总 数 分 别 为 396、 
13 321. 347 和 331 个 , 特有 OTU 个 数 分 别 为 43、3、4 和 5 个 ， 分 别 被 鉴定 出 139、117、128、 


14 120 个 属 。 十 二 肠 道 优 势 苗 门 主 要 包含 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) 、 厚 壁 杆 菌 门 (Firmicutes) 、 


— 15 RITI] (Fusobacteria) 和 变形 菌 门 (Proteobacteria) 47S1 J. Il. IIDEHIVZEA FF Be A 


O le 。 形 菌 门 所 占 比例 增加 , 拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 所 占 比例 下 降 , II[ 组 厚 壁 杆菌 门 和 拟 杆菌 门 所 占 


17 ”比例 与 1 组 差距 最 小 。 细菌 Ace 指数 和 香农 指数 表现 为 1 组 最 高 ， 其 次 是 I 和 组， 组 


18 ”最 小 ; 细菌 辛普森 指数 表现 为 I 组 最 大 ， 其 次 是 和 组，I 组 最 小 。 由 此 得 出 , 饲 喂 用 豆 


19 YEAR 67% 鱼 油 的 饲料 的 中 华 条 贷 旬 的 肠 道 细胞 发 育成 熟 度 以 及 菌 群 结构 与 饲 喂 全 鱼油 饲 
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中 图 分 类 号 : S963 


代 ;， 肠 道 形 态 ， 肠 道 菌 群 结构 


文献 标识 码 : A 


20 世纪 以 来 ， 随 着 分 子 4 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


文章 编号 : 


FE 物 学 技术 及 测序 技术 的 迅猛 发 展 ， 肠 道 微生物 作为 机 体重 要 


的 “功能 器 官 ” 逐 渐进 入 科学 家 的 视线 ， 这 


活动 紧密 相关 ， 其 复杂 度 也 远 远 超过 了 人 们 的 想象 。 因 此 ， 很 多 


组 计划 ，2006 年 美国 基因 组 


生物 基因 组 中 富 含 参与 碳水 化 


是 人 体 自身 不 具备 的 帆 ; 2008 年 欧盟 联合 国际 顶尖 科研 团 


合 物 、 氨基酸 、 胆 固 醇 等 营 


究 所 首次 对 肠 道 微生物 的 基因 功能 


肠 道 宏 基因 组 计划 CMetaHIT) ”外 。 而 有 “活化 石 ” 


结构 则 少 有 报道 ， 目 前 的 研究 


肠 道 戎 群 经 长 期 进化 与 宿 


道 菌 群 组 成 及 其 代谢 活性 ， 进 


之 称 的 鱼 整 类 


些微 生物 的 存在 与 宿主 免疫 、 营 养 以 及 其 他 生命 


国家 相继 启动 了 肠 道 微生物 


进行 了 研究 ， 发 现 肠 道 微 


养 物质 代谢 的 基因 ， 


队 及 中 国 华 大 基因 


II 


中 大 部 分 都 


动物 的 肠 


SA Aa“ AR 


道 微 生物 群落 


仅 集中 在 红 耳 鱼 的 肠 道 微生物 群 群 结构 形态 上 4。 


主 形 成 了 相对 稳定 的 共生 体系 , 但 饲 粮 等 环境 因素 能 够 改变 肠 


影响 机 体 对 营养 物质 的 消化 吸收 。 研究 表明 ， 高 脂 饮食 ( 饲 


HO 使 肠 道 阔 群 组 成 和 细菌 丰 度 发 生 很 大 变化 ， 导 致 肠 道 微 生 态 失 调 571。 


大 鼠 ， 其 肠 道 菌 群 中 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes 〉 所 占 比 例 减少 ， 


= 


TIFE 


饲 喂 高 脂 饲 粮 的 


WI] (Firmicutes) 和 


变形 菌 门 (Proteobacteria) 所 占 比 例 增加 钙 。 饲 粮 中 多 不 饱和 脂肪 酸 (PUFAs) 含量 不 同 亦 


dE EL 


M. MAÉ AR- NÉ L5 


胞 之 间 的 相互 作用 将 导致 肠 道 


形态 和 功 


能 的 改变 nl。 


SEMPER?! CLitopenaeus vannamei) ~ 1h RRS 9 (Anas platyrhynchos) 等 肠 道 菌 群 的 组 


包 类 养殖 作为 水 产 养 殖 的 新 兴 产 业 ， 其 饲料 配方 的 脂肪 来 源 仍 以 鱼油 为 主 。 但 当前 鱼油 


资源 日 益 消耗 , 产量 已 远 远 跟 不 上 需求 , 加 上 鱼油 具有 极 易 被 氧化 而 不 利于 长 期 保存 等 缺点 


05， 使 得 廉价 且 产量 丰富 的 植物 油 尤其 是 豆油 蔡 代 鱼 ; 


我 们 的 前 期 研究 表明 中 华 条 颈 


体 对 脂肪 的 吸收 利用 中， 但 不 同 饲料 对 肠 道 


包 (Mauremys sinensis) 


因此 ， 本 试验 通过 调节 饲 粮 中 


豆油 与 鱼油 的 添加 比例 ， 利 ) 


1 的 相关 营养 学 研究 备 受 人 们 关注 。 


Tap rp x i 


蔡 代 鱼 ; 
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JHR% 


ESME REYE E RE 


Aefa YEAI Ilumina Miseq 高 
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# 结 构 的 变化 , 旨 在 为 豆油 替代 鱼油 在 


基础 资料 。 


1.1 试验 设计 与 饲料 配 千 


以 超级 蒸汽 鱼粉 、 去 皮 豆 粕 为 蛋白 质 源 ， 配 和 


料 〈 全 鱼油 饲料 ) ， 然 后 在 全 鱼 ; 


= 


金龙 鱼 大 豆油 ) 分 别 替 代 33%. 67% All 1009615] fay 


饲料 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 各 饲料 蛋白 质 水 平 控 


量 测序 技术 从 组 织 学 和 宏基 因 组 学 的 角度 研究 豆 


华 条 颈 鱼 生产 中 的 应 ) 


1 替代 鱼油 后 中 


L 


iy 1% 鱼 油 G 


出 上 月 


口 的 秘鲁 鱼油 


HAMERS K 


] 效 果 的 研究 提供 肠 道 方面 的 


Hs Canis 


饲料 原料 的 选取 以 尽 可 能 的 降低 脂 类 的 


为 标准 


混 匀 后 利用 绞 肉 机 做 成 湿 状 饲料 〔 由 佛山 市 顺德 区 均 安 镇 源 大 饲料 三代 加 工 )， 置 于 -20 °C 


冰箱 中 保存 备用 。 


Table 1 Composition and nutrient levels of diets 


项 目 Items 


原 料 Ingredients 
超级 蒸气 鱼粉 
Steamed fish meal 

去 皮 豆 粕 Delulled 
soybean meal 

淀粉 Starch 

Aik Wheat gluten 
磷酸 二 氧 钙 CaH2PO4 
胆 碱 Choline 

多 维 Multi-vitaminl 
维生素 C 酯 VC ester 


ile 45% 左 右 、 脂 肪 水 平 控 氏 


饲料 组 成 及 营养 水 平 〈 风干 基 而 


II 


54.00 


17.00 


23.00 
2.00 
1.50 
0.25 
0.15 
0.10 


组 别 Groups 


销 有 限 公 司 生产 的 


) 的 配合 饲 


Bn 3 种 试验 饲料 ，4 种 


油 与 鱼油 的 比例 分 别 为 0.3 〈 工 组 ， 作 为 对 照 组 ) 、1:2 CI) . 2:1 (II 组 ) 、3:0 (CIV 组 ) 。 


各 饲料 原料 经 60 目 筛 网 过 滤 ， 经 充分 


li) 
Cair-dry basis) 

Hi IV 
54.00 54.00 
17.00 17.00 
23.00 23.00 
2.00 2.00 
1.50 1.50 
0.25 0.25 
0.15 0.15 
0.10 0.10 


EXE 8% 左 右 。 
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Zh Multi-mineral?’ 
鱼油 Fish oil 


豆油 Soybean oil 

合计 Total 

营养 水 平 Nutrient levels 
粗 蛋 白质 Crude 

protein 


粗 脂肪 Crude fat 


n-3 系 多 不 饱和 脂肪 


酸 n-3 PUFA 
n-6 系 多 不 饱和 脂肪 
酸 n-6 PUFA 


n-3/n-6 


1.00 
1.00 


3.18 


1.10 


1.95 


1.41 


1.25 


1.31 


1 每 千克 多 维 含有 Contained the following per kg of multi-vitamin : VA 10 000 000 IU, VBi20 mg, VB»? 


25 mg, VB6 12 mg, VBi2 100 mg, VD3 3 750 000 IU, VE 50 IU, VK3 12 mg, 生物 素 biotin 10 mg, 叶酸 folic 


acid 2.5 mg, D-iZE? D-pantothenic acid 40 mg， 烟 酸 nicotinic acid 80 mg. 


2 每 千克 多 矿 含 有 Contained the following per kg of multi-mineral: K 90 g, Mg 27 g, Cu 750 mg, Fe 13.5 


mg. Mn 1.2g, Zn38.5g, 1120 mg, Se50 mg. Co 100 mg. 


1.2 试验 动物 与 饲养 管理 


于 2014 年 11 月 初 从 海南 省 文 


组 ， 分 别 饲 喂 鱼油 与 豆油 比例 为 3:0〈 工 组 


龄 ， 平 均 体 重 〈1 5574307) g]， 于 海南 师范 大 学 生物 楼 6 楼 养殖 


昌 市 泓 旺 农业 养殖 有 限 公司 购 入 峻 性 成 体 中 华 条 人 颈 旬 [4 


室 驯 化 2 周 后 ， 随 机 分 成 4 


Lr 作为 对 照 组 ) ^ 1: 


2 CH4) ~ 2:1 (JI 组 ) 、 


3:0 CIVAL) 的 饲料 ,每 组 6 H. 4 组 中 华 条 有 颈 龟 在 同一 饲养 室 不 同 的 饲养 水 池 饲 养 ， 各 水 池 


定期 换 水 、 消 毒 ， 消 毒剂 和 水 源 均 相 同 。 每 周 饲 喂 2 次 ， 饲 喂 量 按 体重 1% 计 算 。 饲 咀 10 


个 月 ， 试 验 结束 后 取样 。 


1.3 样品 处 理 


试验 结束 后 中 华 条 颈 龟 低温 麻醉 后 解剖 ， 取 十 二 指 肠 并 收集 大 肠 部 分 肠 道内 容 物 ， 分 别 


于 组 织 结构 观察 和 微生物 多 样 性 分 析 。 


a 


ChinayY i 
C nInaă IVa 


十 二 指 肠 用 生理 盐水 洗 净 后 ， 固 定 于 4% 多 聚 甲醛 溶液 中 ， 经 脱水 、 包 埋 、 切 片 、 染 色 


等 处 理 后 , 进行 形态 学 观察 .每 个 样本 选择 5 张 非 连续 切片 


, 应 用 M 


otic 数码 显微镜 (BA310) 


观察 。 每 张 切片 选取 正方 位 的 上 下 左右 4 个 视野 计数 小 肠 绒 毛 的 数量 ; 每 张 切片 选取 5 处 不 


同 视野 ， 测 定 肠 壁 肌 层 厚度 以 及 5 根 完整 绒毛 的 绒毛 长 度 、 隐 祸 深 度 ， 并 计算 绒毛 长 度 / 隐 


宽 深 度 (VH/CD) 。 


大 肠 内 容 物 用 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 洗涤 至 50 mL EP 管 ， 以 甘油 : 内 容 物 为 1: 4 的 体 


积 比 振荡 混 色 后， 保存 于 -80 'C 冰 箱 中 ， 备 


Se 


» 


j。 保 存 的 样品 送 至 上 海 美 吉 生 物 医药 科技 有 限 


公司 ， 进行 宏基 因 组 DNA 提取 ， 并 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 检测 ， 进 一 步 利用 Nano Drop 


2000 超 微量 紫外 光 分 光 光 度 计 测 得 4 个 DNA 样品 在 260 和 280 nm 处 的 吸光 度 (OD) 值 ， 计 


算得 出 ODoso/oso 值 均 在 1.8 一 2.0 范围 内 。 以 提取 的 肠 道 菌 群 宏基 因 组 DNA 作为 PCR 反应 


的 模板 ， 按 指定 测序 区 域 ， 合 成 带 有 barcode 的 特异 引物 ， 进 行 PCR 扩 增 ， 构 建 Tllumina 


平台 文库 ， 利 用 Humina Miseq PE250 测序 平台 对 样品 的 16S rRNA 基因 的 V3— V5 区 进行 


测序 。 


1.4 数据 处 理 


十 二 指 肠 组 织 结构 的 相关 测定 指标 的 数据 采用 平均 值 + 标 准 差 表 示 ， 统 计 分 析 方 法 为 单 


因素 方差 分 析 ， 若 差异 显著 (P<0.05) ， 则 采用 Duncan 法 


16.0 软件 上 完成 。 


进行 多 重 比较 ， 相 关 分 析 在 SPSS 


对 Illumina Miseq PE250 测序 平台 测 得 的 原始 数据 进行 质量 控 


il, 舍弃 低 质量 序列 Cread 


尾部 碱 基质 量 <20， 质 控 后 的 read<50 bp) ， 以 16S rRNA 序列 97% 的 相似 度 作 为 分 类 操作 


单元 (operational taxonomic unibOTU) 的 划分 标准 。 定 义工 个 OTU 为 不 少 于 120 个 有 效 碱 基 ， 


且 碱 基 差 异 小 于 3%， 即 序列 中 碱 基 差 异 少 于 3 个 的 序列 和 


E, 1 个 OTU 在 结果 分 析 中 被 视 为 


代表 1 种 细菌 。 获 得 的 OUT 与 RDP 数据 库 (Release 11.1，http://rdp.cme.msu.edu) 比 对 ， 从 而 


期 


73 


Til 
|J 


90 


97 


98 


99 


100 


101 


102 


103 


104 


105 


106 


107 


鉴定 OUT fX 


序列 的 微生物 分 类 地 位 丰富 度 指 数 CAce 指数 ) 和 a- 多 样 性 指数 [香农 


(Shannon) jt ŚR 〈Simpsom) 指 数 ] 的 计算 采用 Mothur 1.30.1 软件 完成 。 


2 结果 与 分 析 


2. 豆油 部 分 或 全 部 蔡 代 饲料 中 鱼油 对 中 华 条 颈 龟 十 二 指 肠 组 织 结构 的 影响 


由 表 2 可 知 ， 


度 与 1 组 差异 不 显 


组 的 十 二 指 肠 绒 毛 


厚度 而 言 ， 工 组 显 


毛 数量 差异 不 显著 


中 华 条 有 颈 龟 饲 喂 不 同 的 饲料 10 个 月 后 ,J 组 的 十 二 指 肠 绒 毛 长 度 / 隐 窝 深 


著 〈《P>0.05) ， 而 工 和 JI 组 则 显著 低 于 工 和 II 组 CP<0.05) 。 工 、 工 和 II 


长 度 差 异 不 显著 (P>0.05) ， 但 IV 组 显著 低 于 前 3 组 CP<0.05) 。 就 肌 层 


SSF IL AVIVZA (P<0.05) ， 但 与 II 组 差异 不 显著 (P>0.05) . SANZ 


4 


(P>0.05) 。 


表 2 4 组 中 华 条 颈 龟 十 二 指 肠 组 织 结构 


Table2 Histological structure of duodenum in Mauremys sinensis in four groups 


JWE Items 


REKE 


Villus length/um 


Villus number/ 根 


肌 层 厚度 


Muscular 


thickness/um 


REKER 


度 VH/CD 


组 别 Groups 


I II TIT IV 
972.91+86.30° 961.43+30.76° 974.3x24.13* 764.28x24.83^ 
84.67+3.28 85.33+6.12 84.67+3.28 75+4.73 
187.72x3.79* 208.76+7.61° 206.02+7.31% 214.59+7.49? 
43.03+4.77° 34.7523.54^ 40.6622.71* 31.3143.43 


同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<<0.05)。 
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In the same row, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), 


while with different letter superscripts mean significant difference (P 0.05). 


ent) 


22 豆油 部 分 或 全 部 蔡 代 饲料 中 鱼油 对 中 华 条 颈 龟 肠 道 细菌 多 样 性 指数 的 影响 


由 图 1 可 知 ，OTU 数量 对 种 类 多 样 性 的 履 盖 程度 随 着 测序 量 的 不 断 增 大 ， 各 稀释 曲线 


已 趋 于 平缓 , 说 明 本 次 试验 的 测序 量 已 经 达到 饱和 , 测序 结果 不 会 再 随 着 测序 量 的 增加 而 发 


生变 化 ， 测 序 结果 能 够 反映 中 华 条 颈 龟 的 肠 道 菌 群 组 成 的 多 样 性 。 
g 
E 
s 
ig 
0 1 ee aod 0 FON 


Number of Reads Sampled 
label: 0.97 


PR 


1 不 同样 品 稀释 曲线 分 析 


Fig.l Rarefaction curve analysis of different samples 


由 表 3 可 知 ， 将 每 个 注释 上 的 物种 归 类 于 不 同 的 分 类 水 平 〈 界 、 门 、 科 等 水 平 ) ， 并 将 


OTU 在 不 同样 品 中 的 序列 数 按 相 似 性 97% 水 平 划分 ， 工 、 工 、II 和 LV 组 OTU 总 数 分 别 为 


396. 321. 347 和 331 个 ， 主 要 代表 厚 壁 杆菌 门 、 拟 杆菌 门 、 梭 杆菌 门 CFusobacteria) KÆ 


形 菌 门 4 个 优势 门 。 在 OTU KF, 4 个 组 的 丰富 度 指数 Ace 指数 以 工 组 最 大 。 就 a- 多 样 性 


指数 而 言 ， 工 组 的 香农 指数 最 大 (4.3) 而 辛普森 指数 最 小 (0.044 5D ， 开 组 的 香农 指数 最 


小 (2.91) 而 辛普森 指数 最 大 (0.2367) ， 这 说 明 工 组 细菌 多 样 性 最 高 ， 工 组 细菌 多 样 性 最 


低 。 
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表 3 FEF 16S rRNA 基因 序列 的 细菌 多 样 性 分 析 


Table 3 The bacterial diversity analysis by 16S rRNA gene sequences 


组 别 可 操作 分 类 单元 总 数 香农 指数 辛普森 指数 Ace 指数 
Groups Total number of OUT/ Shanno index Simpson index Ace index 
x 
I 396 4.3 0.044 5 407 
I 321 2.61 0.236 7 350 
Il 347 3.43 0.101 7 366 
IV 331 3.90 0.068 0 353 


[eum 


2.5 豆油 部 分 或 全 部 蔡 代 饲料 中 鱼油 对 中 华 条 颈 


肠 道 菌 群 结构 的 影响 


从 中 华 条 有 颈 龟 肠 道 共 获 得 了 13 个 门 117 个 属 的 菌 群 ， 且 每 个 样本 的 细菌 基因 序列 不 少 


于 15000 条 ，98% 以 上 的 细菌 为 大 氧 或 兼 性 大 氧 型 细菌 。 


2.3.1 基于 门 分 类 水 平 进行 物种 注释 分 析 


华 条 颈 龟 肠 道 细菌 中 有 13 个 门 被 鉴定 ， 分 别 为 厚 壁 杆菌 门 、 拟 杆菌 门 、 螺 旋 体 门 


CSpirochaetes) 、 权 杆菌 门 、 变 形 菌 门 、 柔 膜 菌 门 (Tenericutes) 、 互 养 菌 门 CSynergistetes) ~ 


放 线 菌 门 (Actinobacteria) 、 浮 霉菌 (Planctomycetes) ~ Pék] CVerrucomicrobia) . 4 


te 


胶 球 形 菌 门 CLentisphaerae) . ii|] (Cyanobacteria) ~ SHA-109. 


拟 杆 戎 门 、 厚 壁 杆菌 门 、 权 杆菌 门 和 变形 菌 


杆菌 门 (38.45%) 、 厚 壁 杆 菌 门 (30.9196) 


由 图 2 可 知 ， 在 门 水 平 的 分 布 上 ，4 个 组 的 中 华 条 颈 龟 肠 道 内 均 包 含 4 个 优势 菌 门 一 一 


门 ， 只 是 在 各 组 所 占 的 比例 不 同 。 在 IHF, W 


、 梭 杆菌 门 (19.79%) 和 变形 菌 门 (7.51%) H 


同 构成 了 肠 道 兰 群 的 主要 结构 豆油 蔡 代 饲 料 中 一 定 比例 的 鱼油 后 , 梭 杆 菌 门 所 占 比例 增加 ， 


以 开 组 最 明显 , 达到 51.85%, 构成 了 绝对 的 优势 菌 群 ， 随 着 豆油 蔡 代 比例 的 进一步 增 大 《如 


II 和 IV 组 ) ， 梭 杆 戎 门 所 占 比例 有 所 下 降 ， 


但 仍 高 于 全 鱼油 的 1 组 ， 基 本 维持 在 30% 左 右 。 
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拟 杆菌 门 和 厚 壁 菌 门 在 开 组 所 占 比 例 最 低 ， 分 别 为 21.67% 和 15.94% 。 豆 油 奉 代 饲 料 中 一 定 


比例 的 鱼油 后 提高 了 变形 菌 门 所 占 比 例 ，I、IIT 和 IV 组 分 别 为 9.51%、13.40% 和 10.67%。 


除了 主要 菌 群 外 , 其 他 门 分 类 的 菌 群 所 占 比例 都 非常 低 , 甚至 有 的 门 仪 有 为 数 不 多 的 几 


条 序列 ， 所 占 比例 不 足 0.01%, HWI], SHA-109 仅 出 现在 I 组 中 。 


100 4 
80 4 
eo 了 
40 4 
20 4 
o 

1 ll m IV 
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@ Bacteroidetes 


Relative abundance (%) 


irmicutes ® Spirochaetae 
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图 2 肠 道 细菌 在 门 水 平 上 的 分 布 


Fig.2 Intestinal bacterial distribution at the phylum level 


2.3.2 ”基于 属 分 类 水 平 进行 分 析 


由 图 3 可 知 ，I 、 匡 、III 和 组 中 华 条 颂 龟 肠 道 细菌 分 别 被 鉴定 出 139、117、128 和 


120 个 属 ，I 组 主要 属 为 梭 杆菌 属 (17.70%) 和 拟 杆 菌 属 (Bacteroides) (24.19%) , II£H 


主要 属 为 梭 杆菌 属 (51.17%) 和 邻 单 胞 菌 属 (Plesiomonas) (6.85%) ，II 组 主要 属 为 梭 杆 


WE (31.95%) 和 和 邻 单 胞 菌 属 (9.25%) ，IV 组 主要 属 为 权 杆 菌 属 (32.35%) 和 拟 杆 菌 属 


(15.01%) 。 
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图 3 肠 道 细菌 在 属 水 平 上 的 分 布 


Fig.3 Intestinal bacterial distribution at genus level 


2.3.8 ”特有 OTU 分 析 


由 图 4 wen, IT. I. WAIVE OTU 个 数 分 别 为 43、3、4、5 个 ， 其 中 开 组 特 


有 OTU 只 归属 于 厚 壁 杆菌 门 ，IV 组 中 特有 OTU 属于 厚 壁 杆菌 门 和 拟 杆 菌 门 ，I 组 中 特有 


OTU 分 别 属于 厚 壁 杆菌 门 、 变 形 阔 门 、 柔 膜 菌 门 ，I 组 特有 OTU 所 归属 的 门类 最 多 ， 几 乎 


PAPERI 


包 肠 道 细菌 的 所 有 门类 ， 但 主要 属于 厚 壁 杆菌 门 和 拟 杆菌 门 。 
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图 4 不 同样 本 的 OTU venn 分 析 


Fig.4 OTU venn analysis of different samples 


3 W ie 


肠 道 细菌 多 样 性 一 方面 是 宿主 和 肠 道 细菌 之 间 强 烈 选择 和 协同 进化 的 结果 , 另 一 方面 受 


饲 粮 营养 组 成 及 饲 粮 结构 的 影响 。 


在 本 研究 中 ,全 鱼油 组 (I 组 中华 条 人 颈 鱼 肠 道 细 


Ace 


Ba 


指数 及 香农 指数 均 为 最 大 , 在 门 及 属 分 类 水 平 上 , 全 鱼油 组 的 肠 道 菌 群 所 圳 括 的 门 种 类 数 及 


属 种 类 数 均 最 多 ; 用 豆油 部 分 或 全 部 蔡 代 饲料 中 鱼油 后 ,中 华 条 有 贷 鱼 肠 道 细菌 多 样 性 及 丰富 


度 均 有 下 降 趋 势 , 3 个 豆油 替代 组 中 以 33% 豆 油 蔡 代 组 ( 开 组 ) 的 Ace 指数 及 香农 指数 最 小 。 


4 个 组 的 基础 饲料 组 成 相同 ， 只 是 鱼油 和 豆油 


含量 


pu 


ray» 5 


的 添加 比例 不 同 ， 鱼 油 中 n-3 多 不 饱和 脂肪 酸 


高 , 豆油 中 n-6 多 不 饱和 脂肪 酸 含量 高 , 这 说 明 饲 料 中 多 不 饱和 脂肪 酸 的 种 类 及 n-3/n-6 


多 不 饱和 脂肪 酸 比 例 不 同 将 影响 肠 道 细菌 的 多 样 性 及 丰富 度 。 这 与 Zhang 等 外 对 脂 质 来 源 不 


同 的 脂肪 酸 成 分 对 对 虾 肠 道 苦 群 结 


SPARE BE A 


完结 果 一 致 。 不 同 的 细菌 对 营养 物质 的 需求 不 


E, 营养 源 很 大 程度 上 决定 了 菌 群 的 结构 和 功能 ， 当 营养 源 发 生 改变 时 ,上 肠 道 菌 群 的 结构 和 


数量 也 会 随 之 改变 。Zhang 等 外 对 大 鼠 饲 喂 不 同 脂 肪 含量 的 饲料 ， 发 现 高 脂 饮食 会 降低 大 鼠 


肠 道 拟 杆菌 门 和 双 此 杆 戎 门 所 占 比例 , 增加 厚 壁 杆菌 门 和 变形 菌 门 所 占 比 例 。 厚 壁 杆菌 门 和 


拟 杆 菌 门 这 两 大 类 菌 群 作为 息 行 动物 蛇 和 蜥 蝎 、 人 类 及 其 他 哺乳 动物 肠 道 的 主要 菌 群 而 存 


FE, 这 种 优势 菌 群 的 主导 地 位 可 能 与 这 两 大 类 菌 群 所 具有 的 功能 有 关 , 研究 发 现 厚 壁 杆菌 门 


和 拟 杆 菌 门 中 的 大 部 分 细菌 都 参与 着 食物 的 再 消化 和 新 陈 代 谢 过 程 I4191。 在 本 研究 中 ,中 华 
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SH 


定 比 


豆油 替代 组 H 下 降幅 度 最 小 ， 


上 皮 细 胞 之 间 的 相互 作用 


肠 道 菌 群 


& 肠 道 阔 群 主要 为 厚 壁 杆 菌 门 、 梭 杆菌 门 、 拟 杆菌 门 和 变形 菌 门 ， 月 
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Hg 


蔡 代 饲 料 中 一 


列 的 鱼油 后 , 与 消化 吸收 密切 相关 的 拟 杆菌 


长 度 、 


深度 


TARAC, BOR AY Be 


隐 罕 深度 等 形态 指标 影响 上 7-13。 


可 作为 衡量 上 皮 细 胞 生成 速率 的 指标 ,上皮 纪 


与 全 鱼油 组 较为 接近 。 


导致 消化 道 各 种 结构 和 功能 


其 中 ,绒毛 长 度 决定 了 肠 黏膜 


综合 反映 十 二 指 肠 的 功能 状态 ， 


增强 081。 


添加 


陈 丛 亮 等 阅 发 现 ， 十 二 指 肠 绒毛 长 度 的 提高 


发 现 


显著 变化 。 也 有 研究 显示 饲 粮 纤 维 不 会 对 猪 小 肠 形态 


拱 鸭 的 研究 表明 ,在 其 饲 粮 中 添 力 


细胞 


显著 ， 


代 组 


Ea H ERA A E ERE WRI, 


预示 着 细胞 增殖 活跃 ， 成 熟 率 低 07。 


关于 饲 粮 营养 物质 对 动物 小 肠 


N 


> ARARE YS A YS He 


的 数量 。 本 研究 中 ，67% 


作为 内 化 的 环境 因子 , 产生 各 种 对 机 体 有 利 或 有 害 的 代谢 产物 ， 


移 以 补充 十 二 指 肠 绒毛 正 


门 和 厚 壁 菌 门 所 占 比 例 均 有 所 下 降 , 但 67% 


菌 群 和 胃 肠 道 


道 消化 吸收 功能 常 受 其 绒毛 


上 皮 细 胞 数量 ， 而 隐 诊 


RETR Ee A 


但 均 显 著 高 于 33% 豆 油 iA 


深度 则 可 以 


， 则 说 明 十 二 指 肠 消化 吸收 功能 


o Zeitz 等 9 在 家 鸡 饲 粮 中 
为 尤其 是 绒毛 长 度 发 生 了 显著 改变 ; 
可 以 显著 促进 其 对 营养 物质 的 吸收 ， Ngoc 55211 
肠 绒毛 长 度 , 但 十 二 指 肠 绒毛 长 度 并 未 发 生 
HLA, Jesh, Du 等 00 对 山 


油 ， 可 显著 降低 肠 道 绒毛 长 度 / 隐 离 深度 以 及 杯 状 


膜 上 


组 中 


皮 细 胞 数量 及 细胞 成 熟 率 在 一 定 程度 上 


华 条 人 颈 旬 肠 道中 酶 活性 的 比较 可 看 出 全 鱼油 组 与 67% 豆 油 蔡 代 组 的 酶 活 ; 


33 驳 豆油 替代 组 和 全 豆油 组 。 


肠 道 菌 群 通过 释放 某 些 生物 活性 物质 或 间接 激活 肠 道 免疫 系统 , 


膜 完整 性 ， 进 而 对 整个 机 体 的 营养 、 免疫 起 着 重要 作用 。 央 


豆油 蔡 代 组 与 全 鱼油 组 的 十 二 指 肠 绒毛 长 度 / 隐 人 宽 深 度 差异 不 


组 和 67 允 豆油 蔡 


在 肠 黏膜 上 皮 细 胞 数量 及 细胞 成 熟 率 方面 均 优 于 33% 豆 油 蔡 代 组 和 全 豆油 组 ， 而 肠 符 


影响 肠 道 消化 酶 的 分 泌 , 从 表 正 元 等 31 对 这 4 


要 显著 高 于 


彤 响 杯 状 细胞 生长 和 肠 


道 菌 群 还 可 以 影响 脂 


235 
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249 


250 


251 


252 


253 


254 


255 


256 


257 


肪 的 消化 、 改 变 蛋 白质 和 碳水 化 合 物 的 消化 ， 增 加 能 量 和 蛋白 质 的 需要 量 户 。Osborn SEC 


zn 


究 表 明 , 肠 道 兰 群 可 以 直接 调控 动物 的 基因 表达 以 调控 脂肪 代谢 , 它们 可 以 增强 肝脏 中 脂 


W 


肪 酸 合成 酶 (FAS) 的 活性 ， 同 时 关闭 肠 道里 抑制 脂肪 积累 的 基因 禁 食 诱 导 脂 肪 因子 


(fasting-induced adipose factor) 的 表达 。 肠 道 菌 群 对 中 华 条 颂 鱼 营养 物质 的 消化 吸收 及 免 


疫 等 各 方面 的 影响 还 有 竺 于 进一步 研究 。 


4 结 论 


(D 67% 豆 油 蔡 代 组 中 华 条 颈 龟 的 肠 道 形态 与 全 鱼油 组 相近 。 


D 豆油 部 分 或 全 部 蔡 代 饲料 中 鱼油 均 可 使 中 华 条 有 颈 龟 肠 道 细 戎 多 样 性 降低 。 


© 67% 豆 油 著 代 组 中 华 条 有 颈 怨 肠 道 菌 群 中 拟 杆菌 门 和 厚 壁 戎 门 所 占 比例 与 全 鱼油 组 接 


近 。 
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Effects of Partial or Total Replacement of Fish Oil by Soybean Oil on Intestinal Morphology and 
Microbiota Structure of Chinese Striped-Neck Turtle (Mauremys sinensis ) 
DING Li! LI Jiangyue' XUE Shan! SHI Haitao!? HONG Meiling!” 

C1. College of Life Science, Hainan Normal University, Haikou 571158, China; 2. Chengdu 


Institute of Biology, Chinese Academy of Sciences, Chengdu 610041, China) 


Abstract: This study was conducted to investigate the effects of partial or total replacement of fish 
oil by soybean oil on intestinal morphology and microbiota structure of Chinese striped-neck 
turtle (Mauremys sinensis) by histological staining and 16S rRNA V3-V4 region sequencing. 
Twenty 4-year adult female Chinese striped-neck turtles [4-year and initial body weight of (1 
557x307) g] were randomly divided into four groups and each group had 6 turtles. Turtles in 
group I (control group) were fed a formula feed containing 1% fish oil which was a whole fish 
oil diet with the ratio of soybean oil to fish oil was 0:3, and others in three experimental groups 
were fed diets used soybean oil to replace 33% (group II), 67% (group III) and 100% (group IV) 
fish oil based on the whole fish oil diet and the ratio of soybean oil to fish oil of them were 1:2, 
2:1 and 3:0, respectively. Turtles were feed 2 times per week, and the experiment lasted for 10 
months. The results showed as follows: 1) the ratio of villus height to crypt depth (VH/CD) of 
duodenum in groups | and III were significantly higher than that in groups II and IV. 2) 
According to the 97% level of sequence similarity, the total numbers of operational taxonomic 
unit (OTU) in groups I, II, III and IV were 396, 321, 347 and 331, while the specific OUT 
numbers were 43, 3, 4 and 5, and 139, 117, 128, 120 genus were identified, respectively. The 
dominant phyla in the duodenum were Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria and Proteobacteria. 
The proportions of Fusobacteria and Proteobacteriai was increased while the proportions of 
Bacteroidetes and Firmicutes were decreased in groups II, II and IV. However, the small gap 
of Firmicutes and Bacteroidetes between groups | and III. The bacterial Ace index and Shanno 
index were the highest in group [I , the middle in groups III and IV, and the lowest in group II. 
The bacterial Simpson index was the highest in group II, the middle in groups III and IV, and 
the lowest in group I. Therefore, the development maturation degree of intestinal cells and 
intestinal microbiota structure of Chinese striped-neck turtle fed the diet with 67% fish oil 
replacement by soybean oil are similar to Chinese striped-neck turtle fed the whole fish oil diet. 
Key words: Chinese striped-neck turtle (Mauremys sinensis); replacement of fish oil; intestinal 
morphology; intestinal microbiota structure 
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